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論文内容の要旨
(第一部)ニワトリ旺は安価で手に入れることができ、実験操作も簡便なことから、実験発生学研究のモデル生
物として使われてきた。しかし、ニワトリは発生の最初の 24 時間は子宮内で経過することから、標的遺伝子破
壊ニワトリの作成、トランスジェニックニワトリの作成は困難で、分子生物学的解析が困難な時代があったが、
In ovo Electroporation 法による遺伝子導入系の開発以来、さらに siRNA によるノックタウン、メダカ由来の
トランスポゾンを利用した宿主のゲノムへのトランスジーンの組み込み、テトラサイクリンによる Tet-on ，
Tet-off のシステムが開発され、今や目的の組織で、目的とする発生段階での遺伝子の強制発現、ノックダウ
ンが可能となっている。
ところで、原始外匪葉から中医葉、内匪葉を形成する原腸陥入運動は発生最初の大きなイベントといっても
よい。この過程では、細胞がダイナミックに移動し、領域ごとのパターン形成が起こり、体の大まかな位置が
決定される。この機構の分子メカニズムを理解するために、発生初期でのエレクトロポレーション法による遺
伝子導入実験は非常に有効だと考えられるが、原腸陥入期での In ovo (卵の中)でのエレクトロポレーション
は、医にダメージを与えるので、 New が考案した New culture 法(全庇培養法)及びその改良法 (EC (Early 
Ch i ck) cu I ture 法)を用いて、 ex ovo でのエレクトロポレーションが行われている。しかしながら、 ECcu I ture 
法ではせいぜい st. 17 程度までが培養期間の限界である。そこで、私はニワトリ匪とウズラ腔を用いた全庇移
植法に着目し、 ECcu I ture エレクトロポレーション法及び全腔移植法を組み合わせ、さらにトランスポゾンを
用いた遺伝子の長期的発現方法も採用して、原腸陥入期にエレクトロポレーションを行い、組織形成期まで旺
を育てる手法を確立した。
(第二部)中枢神経系の発生の過程で、神経管の神経上皮層で幹細胞は分裂・増殖するが、ある時期になると神
経細胞へと分化し、外套層に移動していく。皮質構造をとる大脳皮質、中脳視蓋、小脳などでは、誕生部位や
誕生時期に従って、特定の細胞層を形成する。中脳視蓋は、ほ乳類を除く脊椎動物の一次視覚中枢として働い
ており、網膜神経節細胞からのトポグラフィックな投射を受ける。成熟したニワトリの視蓋は 16 層からなるが、
層形成のパターンについて晴乳類の大脳皮質形成ほど詳しい解析は行われていない。私は、 Ets ファミリーの
Pea3 サブファミリーに属する転写因子 ER81 がニワトリ中脳視蓋で層特異的に発現していることに着目し、そ
の視蓋の層形成における役割の解明のための研究を行った。
視蓋の層は軟膜側から、 SO 層 (the stratum opt i cum) 、 SGFS 層 (the stratum griseum et fibrosum 
superficiale) のぶj 層、 SGC 層 (the stratum griseum centrale) 、 SAC 層 (the stratum album centrale) 、
SGP 層 (the stratum gr i seum per i vent i cuI are) 、 SFP 層 (the stratum f i brosum per i vent i cuI are) 、 EP 層 (the
ependyma) の 16 層からなる。 ER81 は視蓋の SGFS 層の h 、 i/j 層のマーカーとして用いられている。中脳視蓋で
の神経細胞移動は、前に生まれた細胞層の聞に後期に生まれた細胞がもぐりこむ方式で行われることが知られ
ている。 E3 で新生された神経細胞は、 E6 では軟膜側の層に存在する。 E12 では SAC や SGC 層のような深層の細
胞層と、 SGFS 層の g 層よりも軟膜側の表層で多くみられる。また、 E6 で新生された神経細胞は、 E12 では SGFS
層の h、 i/j 層にみられる。このことから、 E6 で新生された神経細胞が E3 で新生された神経細胞層にもぐりこ
つ
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み、さらに軟膜側へと移動していくことが考えられている。 er81mRNA の発現パターンの解析を行うと、 er81mRNA
の発現は、 E6NE7 の聞の脳室下帯で始まり、 E8 、 E9 にかけて最終目的地へと波のように移動していくことが示
唆された。 er81mRNA の発現の移動における結果は、 E6NE7 の神経上皮層で誕生した er81mRNA 発現細胞が軟膜側
へ移動し、最終目的地へ向けて移動していくことを意味している。次に、 ER81 のタンパク質の発現を調べると、
ER81 のタンパク質の発現は少なくとも E9 からみられた。 er81mRNA の発現は E7 からみられるので、 mRNA から
タンパク質へ翻訳される過程に負の調節作用が働いている可能性が考えられる。ところで、 Parvalbumin は、
カルシウムと高い親和性を持つタンパク質であり、脳において GABA 作動性ニューロンに発現していることが知
られている。 E10 の視蓋で ER81 と Parvalbumin を共染色すると、 SFGS 層の i/j 層で重なって発現していること
が分かった。そこで、エレクトロポレーションにより E6. 5 の視葦に ER81 を強制発現すると、細胞特異的に
Parvalbumin が誘導された。次に ER81 を強制発現し、層形成への影響を調べた。 sox14などの ER81 が発現して
いる特定の層のマーカーを調べると、マーカーの発現が減少していた。さらに ER81 と GFP を発現するこ方向性
のプロモーターをもっ遺伝子発現ベクターを用いて、視蓋に強制発現し、経時的に ER81 の強制発現細胞の挙動
を調べた。すると、強制発現後 1 日目 CE7.5) では神経細胞層及び神経上皮層で GFP の発現がみられたが、 ER81
の発現は神経上皮層にのみみられた。 2 日目 CE8.5) になると、 ER81 の発現は神経上皮層以外でも神経細胞層の
深層でみられた。 3 日目 CE9. 5) では、 ER81 の発現は、神経上皮層から細胞層の上層まで確認された。このとき、
ER81 の強制発現により視蓋の層の厚みが減少していた。これは、 ER81 強制発現細胞が神経上皮層でトラップさ
れ、神経細胞層への細胞の供給が減少したためと考えられ、 ER81 は sox14などの層特異的な因子の発現の制御
に直接的には関係しないのではないかと思われる。
以上より、視蓋での ER81 の機能は、 Er81mRNA 発現細胞が最終目的地に到達するときに、 ER81 のタンパク質の
発現が強まり Parvalbumin を誘導し、細胞に抑制性のニューロンの性質を与えているのではないかと考えられ
る。
[直接関連した論文]
Tanaka JHarada H. , Ito K. , Ogura T. and Nakamura H. 2010. Gene manipulation of chick embryos in vitro, 
early chick culture , and long survival in transplanted eggs. Develop. Growth Differ. 52, 629-34. 
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論文審査結果の要旨
田中順の学位論文は一部、二部よりなる。
第一部では発生初期ニワトリ脹を取り出してエレクトロポレーションを行い、その腔を卵に
移植して 5 日目まで解卵する方法を開発した。原始外脹葉から中匹葉、内怪葉を形成する原
腸陥入運動は発生最初の大きなイベントであり、この過程では、細胞がダイナミックに移動
し、領域ごとのパターン形成が起こり、体の大まかな位置が決定される。この機構の分子メ
カニズムを理解するために、発生初期でのエレクトロポレーション法による遺伝子導入実験
は非常に有効であるが、原腸陥入期での 1n ovo (卵の中)エレクトロポレーションは、日壬にダ
メージを与えるので、 New culture の改良法 (EC (Early Chick) culture 法)を用いて、 ex
ovo でのエレクトロポレーションが行われている。 EC culture 法ではせいぜい st. 17 程度ま
でが培養期間の限界である。そこで、私全腔移植法に着目し、 EC culture エレクトロポレー
ション法及び全腔移植法を組み合わせ、さらにトランスポゾンを用いた遺伝子の長期的発現
方法も採用して、原腸陥入期にエレクトロポレーションを行い、組織形成期まで駐を育てる
手法を確立した。
第二部では、ほ乳類を除く脊椎動物の一次視覚中枢として働く中脳視蓋の層形成機構につい
て、 Ets ファミリーの Pea3 サプファミリーに属する転写因子 ER81 に着目して解析を行った。
ER81 は視蓋の SGFS 層の h、i/j 層のマーカーとして用いられている。中脳視蓋での神経細胞
移動は、前に生まれた細胞層の間に後期に生まれた細胞がもぐりこむ方式で行われる o
er811凶NA の発現は、 E6-E7 の聞の脳室下帯で始まり、 E8、 E9 にかけて最終目的地へと波のよ
うに移動していた。これは、 E6-E7 の神経上皮層で誕生した er81戚VA 発現細胞が軟膜側へ移
動し、最終目的地へ向けて移動していくことを示唆している。次に、 ER81 のタンパク質の発
現を調べると、 ER81 のタンパク質の発現は少なくとも E9 からみられた。 θ'r811岨NA の発現は
E7 からみられるので、mRNA からタンパク質へ翻訳される過程に負の調節作用が働いている可
能性が考えられる。ところで、 Parvalbumin は、カルシウムと高い親和性を持つタンパク質で、
あり、脳において GABA 作動性ニューロンに発現していることが知られている。 E10 の視蓋で
ER81 と Parvalbumin を共染色すると、 SFGS 層のi/j 層で、重なって発現していることが分かつ
た。そこで、エレクトロポレーションにより E6.5 の視蓋に ER81 を強制発現すると、細胞特
異的に Parvalbumin が誘導された。次に ER81 を強制発現し、層形成への影響を調べた。
sox14 を指標にすると、その発現細胞層が減少していた。 ER81 と GFP を発現するこ方向性の
プロモーターをもっ遺伝子発現ベクターを用いて、視蓋に強制発現し、経時的に ER81 の強制
発現細胞の挙動を調べた。すると、強制発現後 1 日目 (E7. 5) では神経細胞層及び神経上皮層
で GFP の発現がみられたが、 ER81 の発現は神経上皮層にのみみられた。 2 日目 (E8.5) になる
と、 ER81 の発現は神経上皮層以外でも神経細胞層の深層でみられた。 3 日目 (E9.5) では、
ER81 の発現は、神経上皮層から細胞層の上層まで確認された。このとき、 ER81 の強制発現に
より視蓋の層の厚みが減少していた。これは、 ER81 強制発現細胞が神経上皮層でトラップさ
れ、神経細胞層への細胞の供給が減少したためと考えられ、 ER81 は sox14 などの層特異的な
因子の発現の制御に直接的には関係しないのではないかと思われる。
以上より、視蓋での ER81 の機能は、 Er81mRNA 発現細胞が最終目的地に到達するときに、
ER81 のタンパク質の発現が強まり Parvalbumin を誘導し、細胞に抑制性のニューロンの性質
を与えているのではなし、かと考えられた。
第一部は原著論文として Dev Gorwth Differ 誌に発表してあり、田中順提出の論文は，博士(生
命科学)論文として合格と認める。
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